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摘要 :入侵 植物 释放 的 化 感 物质 可 改变 土壤 理化 性 状 和 微生物 群落 结构 ,通过 与 土壤 微生物 的 互 作 抑制 本 土 植物 生长 。 为 了 进 
一 步 诠释 土 荆 芥 化 感 作用 机 制 , 采 用 温室 培养 瓶 法 ,探讨 了 其 挥发 油 对 土壤 胞 外 酶 活性 和 微生物 多 样 性 的 影响 。 结 果 表 明 : 土 
草 芥 挥发 油 不 同 程度 降低 了 脲酶 .酸性 磷酸 酶 . 莽 糖 酶 和 硝酸 还 原 酶 的 活性 (P<0.05 ) ; 较 高 剂量 的 挥发 油 处 理 组 显著 促进 了 过 
氧化 氨 酶 活性 (P<0.05)。 处 理 初期 挥发 油 对 土壤 胞 外 酶 活性 影响 较 大 ,但 随 着 处 理 时 间 延 长 ,其 影响 逐渐 减弱 ;处 理 16 d 后 ， 
较 高 剂量 (20 uL 和 50 pL) 的 挥发 油 处 理 组 细菌 数量 显著 高 于 对 照 (P<0.05)。 挥 发 油 对 捷 并 放 线 菌 数 量 的 影响 表现 为 低 剂量 
促进 ,高 剂量 抑制 的 效应 ;PCR-DGGE 分 析 表 明 , 随 着 挥发 油 处 理 剂量 增加 和 籽 理 时 间 延 长 ,土壤 中 细菌 和 真菌 的 Shannon- 
wiener 多 样 性 指数 和 丰富 度 指 数 均 增 大 。 结 论 ; 土 荆 芥 挥发 》 
样 性 。 
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Abstract: Interactions between invasive plants and soil microorganisms play a key role in the invasion process. Exotic plants 
often produce allelochemicals-that inhibit the growth of native plants by inducing changes in the physical and chemical 
properties of the soil, as well as to the structure of the soil microbial community. Chenopodium ambrosioides , an annual or 
short-lived perennial herb within the family Chenopodiaceae native to Central and South America, poses a threat to 
ecosystem structure and function in China. C. ambrosioides is rich in volatile oils, which are released into soils via root 
exudation and plant. decomposition. Previous studies investigating the invasion mechanisms of C. ambrosioides focused 
primarily on its impacts on the growth of native plants and neglected its potential influences on soil microbial structure. 
Here, we used.the greenhouse flask method to study the effects of volatile oils produced by C. ambrosioides on soil microbial 
diversity and extracellular enzyme activities. The results indicated that volatile oils deriving from C. ambrosioides inhibited 
the activity of soil urease, acid phosphatase, invertase and nitrate reductase ( P«0.05) , and high doses of these volatile oils 
significantly enhanced the activity of catalase ( P«0.05). Moreover, the volatile oils had a strong influence on soil enzyme 
activities during the early stages of treatment, but this effect diminished considerably over time. Bacterial abundance was 


significantly higher in treatment groups receiving high doses (20 uL and 50 uL) of volatile oils than in the control groups 
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(P<0.05) after 16 days of treatment, indicating that the volatile oils greatly influenced soil microorganism diversity; for 
instance, Actinomycetes were abundant when exposed to only low doses of volatile oils, but their populations declined at 
higher doses. Both Shannon-Wiener and Margalef indices indicated that bacterial and fungal diversity increased with 
increasing volatile-oil dose and treatment time. In conclusion, volatile oils produced by C. ambrosioides altered the microbial 


community structure and extracellular enzyme activities in soils, and increased soil microbial diversity. 
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Callaway 和 Ridenour $E B^ 39r a8 (c UG ( novel weapons hypothesis , NWH) 认为 ,外 来 物种 会 通过 挥发 、 
根系 分 泌 残 株 分 解 \ 淋 溶 等 途径 向 周围 环境 释放 化 感 物 质 抑 制 本 地 植物 生长 ,从 而 在 群落 中 取得 优势 地 
位 "站 。 这 些 化 感 物质 主要 包括 酚 类 黄酮 类 、 昔 类 和 生物 碱 类 等 。 化 感 物质 对 本 伟 植 物 的 细胞 分 裂 . 植 物 
激素 产生 细胞 膜 的 通 透 性 矿物 质 的 摄取 、 光 合作 用 、 呼 吸 作用 、 和 蛋白 质 合 成 .固氮 作用 和 特定 酶 活性 等 均 具 
有 和 较 大 的 影响 “1 。 化 感 物质 绝 大 多 数 最 终 会 进入 土壤 中 1, 改 谈 土 壤 微 生物 种 类 组 成 "和 土壤 生物 群落 
结构 ,影响 土壤 微生物 的 活动 和 土壤 酶 活性 "| ,改变 土壤 理化 性 闫 ,影响 土壤 营养 元 素 循 环 , 从 而 为 自身 
的 入侵 创造 有 利 条 件 '“"。 在 入侵 植物 释放 的 化 感 物 质 中 ,挥发 性 节 类 澡 有 较 大 的 比例 ,这 些 挥 发 性 莫 类 物 
质 可 以 土壤 为 载体 ,改变 土壤 微生物 群落 的 结构 ,进而 抑制 本 地 植物 的 生长 "中 ,如 三 裂 叶 豚 草 (Ambrosia 
trifida ) 以 单 蓄 类 物质 为 主 的 植物 挥发 物 经 土壤 作用 于 其 他 植物 和 主 壤 微生物 ,改变 了 后 者 的 生长 发 育 ""]。 

-E3RIZF( Chenopodium ambrosioides ) HPE Je — 4E Hz n lo EE E A T B 原 产 美 洲 , 现 广 布 于 世界 热带 
及 温带 地 区 ,目前 已 成 为 我 国 危害 极 严重 的 外 来 人 侵 物 种 … 六 。 土 荆 芥 全 株 富 含 挥 发 油 ,其 根系 分 泌 和 凋落 
物 腐 解 均 能 将 挥发 油 释 放 到 土壤 中 ,影响 土壤 环境 。 本 研究 宝 及 其 他 研究 者 已 经 证 明 , 化 感 作用 是 土 荆 草 成 
功 和 人 侵 的 机 制 之 一 。 土 荆 草 释放 的 挥发 油 影 响 受 体 植物 根 细胞 的 有 丝 分 裂 过 程 ,诱导 根 细胞 发 生 氧 化 损伤 ， 
甚至 凋 亡 ,从 而 抑制 受 体 植物 的 生长 发 育 : 吉 。 前 期 的 研究 大 部 分 主要 关注 土 荆 草 对 植物 的 影响 ,很 少 有 人 
关注 土 荆 草 对 土壤 的 影响 及 其 二 者 之 间 的 开 作 。 近 期 本 研究 室 通 过 例 栽 试验 发 现 .”| , 土 荆 芥 在 其 营养 期 阶 
段 通过 降低 土壤 营养 水 平 ,使 土壤 质量 趋 于 贫 次 化 而 不 利于 周围 植物 生长 , 果 期 可 增加 土壤 胞 外 酶 活性 和 土 
壤 微 生物 数量 ,从 而 为 其 繁殖 创造 条 件 。 这 种 土壤 特性 的 变化 是 否 与 土 斌 芥 的 化 感 作用 相关 却 不 得 而 知 ， 
此 ,本 研究 以 土 荆 齐 挥发 油 为 材 焰 采用 温室 培养 瓶 试 验 法 ,探讨 土 荆 芥 化 感 作用 对 土壤 胞 外 酶 活性 和 微生物 
多 样 性 的 影响 ,为 进一步 揭示 土 荆 芥 化 感 作用 机 制 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


14 供 试 材料 

本 研究 所 用 壮 荆 齐 植 株 采 自 2014 年 10 月 ,为 成 熟 期 。 采 用 水 芋 汽 蒸馏 法 提取 土 抹 草 全 株 ( 包 括 地 上 部 
分 和 地 下 部 和 分) 挥发 油 , 产 率 约 0.8% ,无 水 Na,S0, 干 燥 后 4 "C [UTE HU", GC-MS 分 析 表 明 其 主要 成 分 为 
XEEp-4E 38 ( 1- isopropyl- 4-m ethylbenzene ) 和 a- 昔 品 烯 (a-terpinene) ,含量 分 别 为 16.9% 和 13.5%]。 

供 试 土壤 为 土 荆 草 入 侵 地 广泛 分 布 的 紫色 土 , 采 自 四 川 师范 大 学 成 龙 校 区 (30°56'N,104°20 下 ) 第 三 实验 
大 楼 附近 (未 生长 过 土 荆 芥 ) 。 土 壤 中 有 机 质 含量 为 4.90 g/kg, WAAT 0.61 g/kg, WER E 0.34 g/kg, 总 钾 
含量 13.46 g/kg。 将 土壤 捣 碎 ,过 1.0 mm 筛子 ,储存 备用 。 

12 ”化 感 作 用 处 理 

称 取 50 g 土壤 置 于 玻璃 培养 瓶 (底部 直径 6 cm ,高 9 cm) 中 ,加 入 10 mL 蒸馏 水 , 盖 上 盖子 , 置 于 25 Ch 
养 室 预 培养 24 h。 预 培养 结束 后 ,分 别 将 0,2.5,5,10,20 pL 和 50 pL( 预 实验 中 按 有 效 剂 量 来 确定 ) 挥 发 油 滴 
加 到 培养 瓶 的 土壤 中 , 混 匀 ,并 立即 旋 紧 盖子 。 分 别 置 于 25% 培养 室 处 理 1 2.4 、8、16 d 和 32 d 后 收集 土 
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壤 , 将 每 处 理 土 样 分 成 2 份 ,1 份 4% 保存 用 于 基因 组 DNA. 的 提取 , 另 1 份 用 于 测定 可 培养 微生物 的 数量 和 士 
壤 酶 活性 ,其 中 ,可 培养 微生物 和 过 和 氧化 氧 酶 在 取样 当天 取 鲜 土 测定 ,剩余 部 分 土 样 风 王后 保存 ,用 于 脲酶 E 
糖 酶 酸性 磷 酸 酶 和 硝酸 还 原 酶 活性 的 测定 。 每 处 理 时 间 、 每 处 理 剂量 各 设置 3 TEE, 

本 研究 分 别 用 FA、B、C.D 和 下 代表 挥发 油 处 理 剂量 0,2.5,5,10,20 pL 和 50 pL, 用 1F ,1A,1B,I1C, 
1D IE 分 别 代表 处 理 时 间 为 1 d 的 不 同 剂 量 挥发 油 处 理 组 ,以 此 类 推 。 
13 土壤 酶 活性 测定 方法 

土壤 酶 活 的 测定 参考 文献 .i。 脲 酶 活性 用 茶 酚 钠 比 色 法 测定 ; 亡 糖 酶 活性 采用 3 ,5- 二 硝 基 水 杨 酸 比 色 
法 测定 ;酸性 磷酸 酶 活性 采用 对 硝 基 共 磷酸 二 钠 比 色 法 。 硝 酸 还 原 酶 活性 测定 采用 2,4- 二 硝 基 酚 比 色 法 ;这 
氧化 氧 酶 活性 测定 采用 过 氧化 氧 -硫酸 钛 比 色 法 。 

1.4 土壤 微生物 数量 的 测定 

稀释 平板 计数 法 测定 根 际 土壤 中 细菌 、. 放 线 菌 和 真菌 的 数量 。 细 菌 采用 牛肉 癌 曙 白 肛 琼 脂 培 养 基 37 "C 
培养 2 d, 放 线 菌 采用 高 氏 1 号 琼脂 培养 基 28 C. 下 培养 7 d, 真 菌 采用 马丁 氏 培养 基 28g 培养 3 d。 统 计 菌 落 
数量 并 计算 每 克 干 土 中 的 微生物 数量 (CFU/g 干 土 ) 。 

1.5 土壤 微生物 多 样 性 分 析 ( DGGE) 

土壤 微生物 总 DNA. 的 提取 :挑选 土 荆 芥 挥 发 油 对 土壤 酶 活性 和 微生物 影响 较 大 和 且 具 有 代表 性 的 处 理 组 
进行 PCR-DGGE 试验 分 析 。 处 理 时 间 选 取 处 理 1.8 d 和 32 d。 挥 发 油 剂量 选取 0.5、.20 pL 和 50 pL, 分 别 用 
F,B,D 和 上 上 表示。 土壤 样品 基因 组 DNA. 的 提取 用 试剂 盒 ( 庄 盟 超 纯 主 壤 基因 组 DNA. 快速 提取 试剂 盒 ) , 提 
取 后 的 DNA 在 0.8% 的 琼脂 糖 凝 胶 上 电泳 检测 合格 后 7209€ AE S 

16S rDNA V3 可 变 区 的 扩 增 :16S rDNA V3 IX 2386514 9^ H3] 4) 3| Ji :5347:5'-ATTACCGCGGCTGCTGG- 
3' 和 341f:5'-(GC) -CCTACGGGAGGCAGCAG-3'。 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股份 有 限 公 司 合成 。PCR 反应 条 
件 为 94 C 预 变性 5 min;94 % 变性 30 s,68 CEK 30 s (每 个 循环 降低 1% ) ,72 C 延伸 1 min,10 个 循环 ; 
94% 变性 30 s,58 C 退火 30 s, 72 C 延伸 A min}20 个 循环 ,最 后 72 % 延伸 10 min。 产 物 长 度 为 233 bpo 
PCR 反应 在 美国 Bio-Rad 的 基因 扩 增 仪 (S1000 Thermal Cycler) 上 进行 。 扩 增产 物 用 0. 8% 的 琼脂 糖 电泳 进 
行 检测 。 

真菌 18S rDNA 的 扩 增 :真菌 护 增 18S rDNA 间隔 区 ,引物 ' 引 序列 分 别 为 :5'-GTAGTCATATGCTTGTCTC- 
3' 和 5'-(GC) -ATTCCCCGTTACCGGTTG-3', PCR 反应 条 件 为 94 *C 预 变 性 5 min;94 *C 变性 1 min,62 "CR 
30 s (每 个 循环 降低 1 JS22 C 延伸 1 min,10 个 循环 ;94 C 变性 1 min,52 C 退火 30s, 72% 延伸 1 min, 
20 个 循环 ,最 后 72 % 延伸 10 min。 产 物 长 度 为 350 bpo 

PCR 产物 DGGE\ 条 件 : 细 菌 16S rDNA 和 真菌 18S rDNA 扩 增 产物 均 经 过 琼脂 糖 凝 胶 DNA 回收 试剂 盒 
(北京 庄 盟 国际 生物 基因 科技 有 限 公 司 ) 纯 化 。8% 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 , 变 性 剂 浓度 为 30%—60% (100% 的 变 
性 剂 洲 液 中 有 40% 的 甲 酰胺 和 42% 的 尿素 ) 80 V 恒定 电压 .60 CC 下 持续 电泳 12 hp。 真菌 PCR 产物 采用 
7% 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 , 变 性 梯度 为 15% 一 50% ,电压 50 V,60 % 下 持续 电泳 16 h。 电 泳 结 束 后 ,0.2% AgNO, 
染色 ,用 Bio-rad GelDoc XR System 凝 胶 成 像 系统 拍照 。 

DGGE 遗传 图 谱 条 带 用 Quantity One 4.6.2 软件 (Bio-Rad) 进行 处 理 , 测 得 条 带 的 相对 亮度 即 为 该 基因 型 
的 相对 多 度 (P,)。 用 UPGMA 法 对 进行 聚 类 分 析 , 并 采用 Shannon-Wiener 多 样 性 指数 丰富 度 ( Margalef 
Index) 和 Pielou 均匀 度 指数 (Pielou Index) 等 指标 计算 各 土壤 样品 生物 群落 的 多 样 性 '*|。 


H=- Y (n/N)ln(nZN) =- Y, PJnP, 
i-i izi 
E; = H/H = H/(InsS) 
IOP, H X Shannon-Wiener 指数 ,为 均匀 度 指 数 ,n, 是 第 i 条 条 带 的 多 度 ,N 为 样品 中 所 有 条 带 的 总 多 度 ; 
Hal S,S 为 群落 丰富 度 即 样品 中 的 总 的 条 带 数 。H 最 小 值 为 0, 最 大 值 为 In So 
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1.6 数据 处 理 统计 
土壤 酶 活性 和 微生物 数量 的 数据 用 SPSS 17.0 软件 进行 单 因素 方差 分 析 , 用 Duncan 新 复 极 差 法 进行 差 
异 显著 性 检验 (P< 0.05) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 土 荆 草 挥发 油 对 土壤 胞 外 酶 活性 的 影响 

土工 芥 挥 发 油 对 土壤 胞 外 酶 活性 的 影响 如 图 1 所 示 ,人 处理 初 期 ,挥发 油 对 土壤 酶 活性 影响 较 大 , 随 着 处 理 
时 间 延 长 ,影响 逐渐 减弱 。 土 荆 齐 挥发 油 处 理 可 降低 土壤 中 脲酶 的 活性 。 人 处 理 16 d 时 ,抑制 效应 达到 最 大 ， 
对 照 组 的 脲酶 活性 是 50 pL 处 理 组 活性 的 2.04 倍 ; 挥 发 油 对 土壤 蔗糖 酶 的 影响 表现 在 处 理 初期 8 处 理 1 d 后 ， 
较 低 剂量 (2.5、5 uL) 的 挥发 油 显 著 抑 制 了 蕊 糖 酶 活性 (P<0.05 ) ;挥发 油 对 酸性 磷酸 酶 活性 的 影响 表现 为 处 
理 1d 后 ,5 pL 挥发油 处 理 显 著 增 加 了 酶 活性 (P<0.05) 。 处 理 2 d 后 ,50 uL 挥 秩 油 处 理 显著 降低 了 酶 活性 
(P<0.05) 。 处 理 32 d 后 ,挥发 油 处 理 组 酶 活性 水 平 趋 于 对 照 组 ;挥发 油 对 土壤 硝酸 还 原 酶 活性 的 影响 表现 为 
抑制 作用 ;人 处理 8 d 后 ,各 挥发 油 处 理 组 均 抑 制 了 硝酸 还 原 酶 活性 (P<0.05)。 较 高 剂量 组 挥发 油 增加 了 过 和 氧 
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图 1 土 荆 芥 挥 发 油 化 感 胁迫 对 土壤 胞 外 酶 活性 的 影响 
Fig.l Allelopathy effect of volatile oil from Chenopodium ambrosioides on soil extracellular enzyme activity 


图 1 中 不 同 的 小 写字 母 代表 同一 处 理 时 间 各 挥发 油 处 理 组 间 的 差异 显著 水 平 ( P<0.05) 
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化 氧 酶 的 活性 ,处 理 8 d 和 16 d 组 中 , 低 剂 量 组 挥发 油 降低 了 过 氧化 氧 酶 活性 (P<0.05) 。 
2.2 土 荆 芥 挥发 油 对 土壤 中 可 培养 微生物 数量 的 影响 

较 高 剂量 土 荆 芥 挥 发 油 (10、20 pL 和 50 pL) 经 处 理 土壤 8 d,16 d,32 d 后 只 有 1 种 酵母 菌 生长 ,几乎 无 
霉菌 生长 ,可 能 本 研究 的 处 理 方法 抑制 了 一 些 好 氧 微生物 的 生长 。 

挥发 油 处 理 增 加 了 土壤 中 细菌 的 数量 (图 2) ; 随 着 处 理 时 间 的 增加 ,促进 作用 逐渐 增强 ,处 理 16 d 后 , 挥 
发 油 对 细菌 的 影响 达到 最 大 。 其 中 50 uL 的 挥发 油 组 细菌 数量 显著 高 于 对 照 (P<0.05) ,为 对 照 的 14.88 售 。 

挥发 油 处 理 对 土壤 中 放 线 菌 数量 的 影响 (图 3) 表 现 为 ,处 理 1.4 d 和 16 d 组 中 , 较 低 剂量 的 挥发 油 增 加 
了 放 线 菌 的 数量 , 较 高 剂量 的 挥发 油 减少 了 放 线 菌 的 数量 ( P<0.05) 。 处 理 32 d 后 , 较 高 剂量 的 挥发 油 增 加 他 
放 线 菌 的 数量 (P<0.05 ) o 
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Fig.2  Allelopathy effect of volatile oil from Chenopodium Fig. 3  Allelopathy effect of volatile oil from Chenopodium 


ambrosioides on cultural soil bacteria quantity ainbrosioides on cultural soil actinomycetes quantity 


2.3 土 荆 芥 挥发 油 对 土壤 中 微生物 多 样 性 的 影响 
16S rDNA 的 PCR-DGGE 电泳 图 谐 分 析 表 明 ', 随 着 挥发 油 剂量 增加 以 及 处 理 时 间 的 延长 ,土壤 细菌 的 
Shannon-Wiener 指 数 和 丰富 度 指数 驳 增 以 ;而 均匀 度 指 数 均 变化 不 大 ( 表 1) ,其 中 ,不 同 处 理 时 间 的 50pL 


表 1 土 荆 草 挥 发 油 对 土壤 中 微生物 多 样 性 影响 


= Table ¥ .Effect of volatile oil from Chenopodium ambrosioides on soil microbial diversity 


样品 Shannon-Wiener 指数 Shannon- Wiener Index 均匀 度 指 数 Pielou Index 丰富 度 指数 Margalef Index 
Sample 细菌 Bacteria 真菌 Fungi 细菌 Bacteria 真菌 Fungi 细菌 Bacteria 真菌 Fungi 
IF 0.693 1.678 1.000 0.862 2 7 
1B 0.688 2.288 0.993 0.892 2 13 
1D 1.082 1.582 0.985 0.883 3 6 
1E 1.776 1.874 0.991 0.963 6 7 
8E, 0.690 1.885 0.995 0.969 2 7 
8B 0.689 2.516 0.994 0.953 2 14 
8D 1.088 2.561 0.990 0.970 3 14 
8E 2.191 2.651 0.997 0.956 9 16 
32F 1.592 2.300 0.989 0.926 5 12 
32B 1.367 2.301 0.986 0.926 4 12 
32D 1.609 2.639 1.000 0.952 5 16 
32E 2.714 2.451 0.979 0.987 16 12 


分 析 选 取 处 理 时 间 为 1.8 d 和 32 d, 挥 发 油 剂量 选取 0,5, 20 pL 和 50 uL, H F.B, DAE SIMRE 


挥发 油 处 理 组 (1E ,8E 和 32E) 的 Shannon-Wiener 指数 和 丰富 度 指 数 分 别 为 相同 处 理 时 间 中 的 最 大 值 , 且 32E 
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处 理 组 为 所 有 处 理 组 中 最 大 值 。 不 同 处 理 组 的 DGGE 图 谱 条 带 随 挥发 油 剂量 增加 和 处 理 时 间 的 增长 ,出 现 了 
一 些 新 的 条 带 (文中 未 附 图 ) 。 各 处 理 组 结果 聚 类 分 析 ( 图 4) 表明, 最 长 的 处 理 时 间 所 有 处 理 组 (32B 32D、 
32E 和 32F) 和 最 大 挥发 油 剂 量 的 处 理 组 (1E 和 8E) 被 归 为 一 大 类 ,属于 细菌 群落 多 样 性 较 高 的 一 大 类 。 其 
余 的 处 理 组 被 归 为 一 大 类 。 在 处 理 时 间 较 短 的 1d 和 8 d 处 理 组 中 , 低 剂量 挥发 油 处 理 的 1B 和 8B 组 细菌 群 
落 相 似 性 度 达 到 0.95。8F 和 1F 8D .1B .8B 4 个 处 理 组 的 相似 度 为 0.70。 
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0.44 32E 
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图 4 IITRPRAHDABISTOHEREGA hA 16S rDNA 和 真菌 18S rDNA 的 聚 类 分 析 图 
Fig.4 Clustering analysis of 16S rDNA genge and 18S rDNA genge of soilitreated with volatile oil from Chenopodium ambrosioides 


EAER th n] 385 00 E ERE ER A Ae FEE ,并 表现 出 处 理 剂 量 和 处 理 时 间 双 重 效应 。 其 中 ,50 kL 挥发 油 处 
理 8 d 时 ,土壤 真菌 群落 的 Shannon -Wiener 指数 和 丰富 度 指 数 均 为 最 大 值 ( 表 1) 。 聚 类 分 析 结 果 表 明 ,32F、 
32D 和 32B 处 理 组 的 相似 度 为 0.66 ,其 余 处 理 组 的 相似 性 较 低 (图 4) 。 


3 讨论 


3.1 土 荆 齐 挥发 油 的 化 感 胁迫 对 土壤 胞 外 酶 活 的 影响 

土壤 胞 外 酶 主要 来 源 于 根系 分 泌 物 、 王 坏 微生物 活动 . 动 植 物 残 体 分 解释 放 土壤 动物 区 系 释放 等 ” 。 
土壤 胞 外 酶 是 “植物 -土壤 酶 -二 二 养分 ” 系统 的 联系 纽带 ,可 影响 土壤 养分 循环 '”“。 填 壤 胞 外 酶 在 植物 入 侵 
过 程 中 起 着 重要 作用 ' 汐 ,类 侵 植物 可 通过 释放 化 感 物质 影响 土壤 胞 外 酶 活性 从 而 影响 土壤 养分 ,使 士 壤 环境 
变 得 不 利于 周围 植物 的 生长 ,从 而 压制 .排挤 周围 对 营养 水 平 要 求 较 高 的 植物 !2 。 本 研究 结果 表明 , 土 斌 芥 
挥发 油 影响 了 土壤 胞 外 酶 活性 。 在 处 理 初期 影响 较 大 , 随 着 处 理 时 间 增 长 ,其 影响 逐渐 减弱 。 推 测 其 原因 是 
随 着 处 理 时 间 延 长 ,土壤 中 微生物 的 活动 降解 了 部 分 化 感 物质 从 而 逐渐 减弱 了 化 感 胁迫 。 张 建 -” 和 解 开 
治 ' 沁 在 土壤 加 入 环境 激素 类 物质 后 , 随 胁迫 时 间 延 长 ,土壤 酶 活性 也 逐渐 恢复 ,与 本 研究 结果 类 似 。 

土 陪 中 蔗糖 酶 可 较 好 反应 土壤 生物 活性 状态 ,磷酸 酶 可 催化 有 机 磷 类 化 合 物 转 为 有 效 态 磅 ,月 酶 和 硝酸 
还 原 酶 可 影响 土壤 的 氮 代 谢 ,而 过 氧化 氢 酶 则 可 反应 土壤 生态 环境 胁迫 程度 ”1 。 入 侵 植物 对 土壤 酶 活性 的 
影响 随 植 物种 类 而 异 。 一 年 莲 (4rmmza! Fleabane) 在 其 人 侵 过 程 中 显著 增加 了 土壤 脲酶 .酸性 磷酸 酶 和 转化 酶 
IE, MEKE ( Erigeron Canadensis ) 则 减少 了 这 3 种 酶 活性 52] ; ET (Flaveria bidenti ) 提高 了 土壤 脲酶 和 
VER? NETSTEUS ; 紫 葵 泽 兰 (Ageratina adenophora) 和 飞机 草 ( Eupatorium odoratum ) 可 增加 根 际 土壤 脲酶 .蔗糖 
酶 和 过 氧化 氢 酶 活性 '” ;火炬 树 ( Rhus typhina ) 单 优 林 型 中 土壤 脲酶 .过 氧化 毛 酶 活性 增强 ,磷酸 酶 活性 降 
[IO ; 土 荆 芥 生长 过 程 中 , 根 际 土壤 的 硝酸 还 原 酶 活性 在 营养 期 和 果 期 显著 升 高 ,脲酶 活性 在 营养 期 降低 , 荐 
EG .酸性 磷酸 酶 和 过 氧化 氧 酶 的 活性 在 营养 期 和 果 期 差异 不 大 汪 ] 。 本 研究 中 , 土 荆 芥 挥发 油 不 同 程度 降低 
了 脲酶 .酸性 磷酸 酶 .蔗糖 和 硝酸 还 原 酶 的 活性 , 较 高 剂量 的 挥发 油 处 理 组 显著 促进 了 过 氧化 氢 酶 活性 。 这 种 
差异 可 能 与 不 同人 侵 植物 释放 的 化 感 物质 不 同 有 关 , 从 而 对 根 际 土壤 胞 外 酶 活性 造成 不 同 影响 。 如 叶 
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陈 英 等 :5 研究 表明 水 稻 根 系 酚 酸 类 化 感 物质 可 使 土壤 脲酶 活性 提高 了 1.58—2.66 倍 , 芒 糖 酶 活性 提高 了 
2.08—3.20 倍 ; 李 庆 凯 等 5255 研究 表明 羟基 茶 甲 酸 X 肉桂 酸 均 不 同 程度 降低 了 花生 (Arachis hypogaea ) 根部 土壤 
脲酶 . 衣 糖 酶 . 碰 酸 酶 活性 。 本 研究 的 结果 显示 土 荆 芥 释 放 的 化 感 物质 可 降低 与 土壤 肥力 相关 的 土壤 酶 胞 外 
酶 活性 。 
3.2 土 荆 芥 挥发 油 的 化 感 胁迫 对 土壤 微生物 的 影响 

外 来 入 侵 植 物 与 土壤 之 间 的 相互 作用 是 影响 其 入侵 力 和 生态 系统 可 人 侵 性 的 一 个 重要 方面 "3 。 和 人 侵 植 
物 改 变 了 土壤 微生物 群落 的 结构 和 功能 ,这 种 变化 反 过 来 又 会 对 入 侵 植物 的 生长 和 竞争 产生 反馈 。A 信 和 介 灶 物 
的 这 种 土壤 微生物 学 机 制 逐 渐 成 为 研究 热点 27 3 。 随 着 火炬 树 水 浸 液 浓度 的 增加 ,细菌 和 真菌 的 数量 增 
多 上 。 紫 葵 泽 兰 根 区 土壤 的 3 种 酚 酸 类 物质 在 较 低 浓度 (50 一 150 mg/L) 下 对 5 种 土 传 性 病菌 有 显著 的 抑制 
作用 5 。 加 拿 大 一 枝 黄 花 ( Solidago canadensis ) 的 根系 分 泌 物 增加 了 土壤 中 的 亚 硝酸 细菌 ,好 气 性 自生 固氮 
菌 . 硫 化 细菌 、 氨 化 细菌 和 好 气 性 纤维 素 分 解 菌 的 数量 ,减少 了 反 硝 化 细菌 、 嫌 气 性 纤维 素 分 解 菌 和 反 硫 化 细 
菌 数 量 ' ”1 。 校 树 可 通过 酸化 土壤 ,积累 酚 类 化 合 物 而 改变 土壤 微生物 群落 结构 "中 上 均 说 明 入 侵 植 物 释 
放 的 化 感 物质 改变 了 土壤 中 微生物 数量 和 多 样 性 。 本 课题 组 前 期 研究 表明 ,在 随 着 填 荆 人 芥 生 长 进程 其 根 际 土 
培 中 微生物 数量 增加 :2 。 土 旗 芥 全 株 富 含 挥发 油 ,这 些 挥 发 油 可 通过 多 条 途径 进入 年 壤 。 在 本 研究 中 ,在 土 
草 芥 挥发 油 作 用 下 ,土壤 可 培养 细菌 数量 明显 增加 ,土壤 放 线 菌 则 表现 为 “ 低 剂 量 促进 、 高 剂量 抑制 ”, 表 明 不 
同 剂量 挥发 油 均 可 刺激 土壤 细菌 的 活动 , 而 放 线 菌 则 对 高 剂量 挥发 油 胁 饮 硅 党 性 较 差 ; 16S rDNA DGGE 图 谱 
中 ,挥发油 处 理 组 的 扩 增 条 带 数 多 于 对 照 ,而 18S rDNA 的 DCGCE 图 谱 申 , 随 着 挥发 油 剂量 的 增加 和 处 理 时 间 
的 延长 ,出 现 了 新 的 特征 条 带 , 原 有 的 某 些 条 带 则 减弱 甚至 消 类 挥发 油 处 理 后 ,土壤 中 细菌 和 真菌 的 
Shannon -Wiener 指数 和 丰富 度 指数 均 显 著 增 加 , 且 具 有 了 时间 济 量 效应 。UPGMA 聚 类 分 析 表 明 ,挥发油 改变 
土壤 中 细菌 和 真菌 的 群落 组 成 。 因 此 , 土 荆 介 挥 发 油 的 化 感 效 应 改变 土壤 微生物 多 样 性 。 

在 本 研究 的 可 培养 微生物 检测 试验 中 ,在 较 高 剂量 土 章 芥 挥发 油 (10.20 pL 和 50 iL) Ib 8,16,32 d 后 
仅 检 测 到 1 种 酵母 菌 ,未 检测 到 霉菌 。 这 可 能 是 乡 数 真 菌 为 严格 的 好 氧 菌 ,而 本 研究 试验 期 间 为 了 确保 处 理 
剂量 的 恒定 采用 了 较为 密闭 的 处 理 法 形成 了 相对 缺 氧 的 环境 ,因而 抑制 了 好 氧 真菌 的 生长 。 同 时 ,本 研究 室 
前 期 研究 表明 , 土 荆 芥 挥 发 油 对 植物 致 病 真菌 具有 一 定 的 抑制 作用 ! 2 。 也 有 可 能 是 较 高 剂量 挥发 油 抑制 了 
待 测 土壤 中 的 真菌 生长 ,具体 原因 销 竺 进一步 通过 试验 加 以 验证 。 另 外 ,本 研究 中 设置 的 土 荆 芥 挥发 油 处 理 
剂量 为 具有 生态 毒 效应 的 剂量 。 实 际 上 ,在 野外 条 件 下 ,土壤 中 的 土 荆 芥 挥 发 油 含 量 会 受 多 种 因素 的 综合 影 
响 而 发 生变 化 。 因 此 ,后 续 的 研究 有 必要 对 土 荆 草根 际 挥发 油 含量 土壤 微生物 群落 组 成 做 动态 跟踪 人 研究 和 
相关 性 分 析 , 这 样 才 能 揭示 土 荆 齐 与 土壤 微生物 之 间 的 互 作 关 系 。 

在 研究 方法 上 ,传统 忆 塘 酶 活性 测定 所 用 的 比 色 法 精准 度 不 高 ,操作 繁琐 而 且 耗 时 较 长 。 目 前 新 型 的 欧 
光 分 析 技 术 是 以 区 光 团 标记 底 物 作为 探 针 , 通 过 荧光 强度 的 变化 来 反映 酶 活性 ,具有 灵敏 度 高 、 耗 时 得、 式样 
量 少 等 优点 31。 在 微生物 多 样 性 分 析 方 面 ,基于 PCR 技术 的 DGGE 获得 的 微生物 DNA 通常 低 于 100 条 , 检 
测 限 低 ` 亚 作 量 大 。 特 别 对 于 土壤 中 数量 少 ,但 具有 重要 功能 的 土壤 微生物 群 区 系 的 检测 则 具有 较 大 的 局 限 
性 。 而 当前 主流 的 高 通 量 测 序 技术 能 够 较为 全 面 和 准确 的 反映 十 壤 微生物 群落 结构 ,尤其 能 客观 地 反映 其 中 
低 丰 度 的 重要 功能 微生物 !'”  。 因 此 后 续 研 究 中 应 更 多 采用 这 些 研究 方法 以 提高 检测 精度 。 


4 Hit 


土 研 芥 挥发 油 的 化 感 胁迫 改变 了 土壤 中 脲酶 . 莽 糖 酶 ,酸性 磅 酸 酶 、 硝 酸 还 原 酶 和 过 氧化 氧 酶 的 活性 , 增 
加 了 土壤 中 可 培养 细菌 和 放 线 菌 的 数量 ,提高 了 细菌 和 真菌 多 样 性 ,改变 了 细菌 和 真菌 的 群落 结构 。 
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